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リファンピシン単独耐性結核菌の分子疫学的解析

1吉田志緒美　　1露口　一成　　2鈴木　克洋　　3富田　元久
1岡田　全司　　2林　　清二　　4岩本　朋忠　　　　　　　

は じ め に

　わが国の2009年における全結核患者数は24,170人で

あり，罹患率は10万対19.0と前年と比べて約 2%の減少

にとどまっている1)。また，治療が困難な多剤耐性結核

菌（MDR-TB）感染は結核対策上の重要な問題である

が，2002年の結核療法研究協議会が実施した全国調査

によると，多剤耐性率は初回・再治療を合わせて1.9%

（60/3,122）となっている2)。2009年結核サーベイランス

による新登録肺結核菌培養陽性患者による登録時薬剤感

受性結果から初回・再治療を合わせた多剤耐性率は0.8%

（56/6,920）であり，多剤耐性率の減少がみられるが20～

40歳代の年代層に耐性結核患者が目立つ1)。これに対し

て世界では，2008年には44万人がMDR-TB感染である

とされ，2009年の結核新規登録患者940万人の3.3%が

MDR-TBであると推定されている（WHO推計）3)。世界

の結核罹患状況から鑑みて，わが国は中蔓延国ではある

が先進国の中では依然高く，地域的に耐性結核菌の増加

が懸念されている高蔓延地域に囲まれている環境上，耐

性結核菌の早期発見と適切な治療は重要な意味をもつ。

　MDR-TBが生まれる背景として，不充分な服薬や中断

による獲得耐性が挙げられ，それらの患者は 2～3%の

割合で再発すると言われている4)。一方，不幸にも耐性

結核の患者から感染を受けて発病した人は最初から薬剤

耐性となってしまう。このような薬剤耐性結核の拡大防

止のために，公衆衛生の強化と並んで耐性結核菌の病原

性や発症原因に関する研究が従来から行われているが，

結核治療において重要な治療薬の一つであるイソニアジ

ド（INH）の単剤耐性結核菌は世界的に高い頻度で分離

されているのに比べ，同じく一次抗結核薬であるリファ

ンピシン（RFP）単独耐性の分離頻度は稀であるため，

原因究明のための充分な解析がなされていない。本研究

では，当センターで分離できたRFP単独耐性結核菌の耐

性遺伝子変異と分子疫学的解析を行い，その実態に迫っ

た。

方　　　法

〔対　象〕

　2001～2009年の間，当センターに新規入院患者由来で

BACTEC MGIT960システム（日本ベクトン・ディッキ

ンソン）と小川KY培地（セロテック）を用いた培養検

査で陽性となり，小川培地上でコロニー性状を確認，さ

らに自家製PNB培地で複数菌の混在を否定した後，ア

ンプリコア・マイコバクテリウムツベルクローシス（ロ
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要旨：〔目的〕リファンピシン（RFP）単独耐性結核菌の遺伝子解析。〔方法〕初回・既治療を合わせ

た新規入院患者由来結核菌4,633株中RFPのみ耐性であった15株を用いてhot spotを含む rpoB遺伝子

シークエンス解析を行い，VNTRによる各菌株の遺伝的異同を検討した。〔結果〕15株中14株にコド

ン531，526，516，533上の rpoB変異が認められた。また，VNTRにより同一パターンを示すグループ

の存在が明らかとなった。〔考察〕今回全体に占めるRFP単独耐性菌の割合は低いため，これらの株

が市中伝播している可能性は低いが，経年的に散発している傾向にあり，RFP単独耐性株の地域拡散

が懸念された。
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シュ・ダイアグノスティックス）とキャピリアTB（タ

ウンズ）を用いて結核菌群と同定された4,633株を対象

とした。これらの株は一度も治療歴のない初回治療患者

由来の3,644株と過去に治療歴のある既治療患者由来の

989株に分類された。これらの株を再培養し，単一コロ

ニーを採取した後，BACTEC MGIT960 AST（日本ベク

トン・ディッキンソン）とウエルパック_S（日本ビーシ

ージー）を用いて薬剤感受性検査結果を確認した。MGIT-

AST法と小川比率法の結果がともにRFP耐性，INH感受

性とされた15株を遺伝子解析の対象とし，MGIT-AST

で INH（0.1μμg/ml）耐性，小川比率法で INH低濃度（0.2

μμg/ml）感受性となった 3株は対象から外した。

〔RFP耐性 rpoB遺伝子のシークエンス解析〕

　Kimらの方法 5)に準じてRFP単独耐性結核菌のシーク

エンス解析を行った。プライマーセットはMF（5’-CGA

CCACTTCGGCAACCG）とMR（5’-TCGATCGGGCACA

TCCGG）を用い，hot spotの81-bpを含む306-bpのrpoB遺

伝子領域を 3500 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）

を用いて解析した。得られたデータはBlast解析により，

データベースと比較検討した。

〔VNTR解析〕

　Supplyら6)によって提唱された国際標準法である 15 

MIRU-VNTRと，国内標準法として提唱されている

JATA12-VNTR7)に加えて，わが国で高い分解能をもつ超

多変領域（Hypervariable，HV）の 3領域 8)を用いて遺伝

子型別比較を行った。15MIRU‐VNTRと JATA12-VNTR

はアガロースゲル電気泳動とキャピラリー電気泳動

（Agilent Technologies），HV領域は 3500 Genetic Analyzer

を用いてPCR産物の分子量を算出し，コピー数の換算を

行った。

結　　　果

〔RFP単独耐性結核菌の分離頻度〕

　初回治療患者由来3,644株に占めるRFP単独耐性結核

菌の分離頻度は0.4%（13株），INH単独耐性は3.6%（132

株），MDR-TBは 1.1%（40株）であった。一方，既治療

患者由来989株における分離頻度は順にRFP単独耐性

0.2%（2株），INH単独耐性は4.6%（45株），MDR-TBは

9.1%（90株）であった。

〔rpoBシークエンス解析結果〕

　RFP単独耐性結核菌15株中14株は rpoB遺伝子領域に

変異を認めた。これらの株はコドン531に変異を保有す

る 9株と526に変異のある 3株，516と533に変異が認め

られた各 1株ずつであった。rpoB遺伝子解析で野生型

であった 1株はMIC測定で32μμg/ml以上と判定されたた

め，今回解析対象とした rpoB遺伝子領域以外に変異を

もっていると考えられた（Table）。

〔VNTR解析〕

　15株のうちすべての領域でVNTRのコピー数が一致

した 2株で構成されるグループAと，3株で構成される

グループBが認められ，残り10株はそれぞれに異なる

VNTRパターンを示した。また，今回クラスターを形成

しなかった菌株No.207のVNTRパターンは当センター

における既治療MDR-TB患者 2名の由来株と同一であ

った（Table）。

考　　　察

　多剤耐性結核や慢性持続排菌者となる原因の一つに既

に耐性菌感染であることを知らずに治療して，残りの感

受性である薬剤を次々に耐性化させてしまうといった人

為的な要素が考えられる。現在の結核治療では単剤治療

は禁忌であり薬剤感受性検査で耐性薬剤を確認すること

は必須であるが，迅速に耐性菌を検出するにはRFP耐性

株の約95%が変異を有する rpoB遺伝子のコドン507か

らコドン533までの27個のアミノ酸（hot spot領域：81

bp）の遺伝子変異を解析して耐性を確認する方法が有益

である9)。今回の研究結果から，RFP単独耐性結核菌の

93.3%に rpoB遺伝子変異が認められ，いずれもhot spot

内の変異であることが認められた。rpoB遺伝子変異の

割合は高い順にコドン 531（60%），526（20%），533と

516（各6.7%）となり，当センターのMDR-TBの割合〔コ

ドン531（62.9%），526（20%），533（5.7%），516（2.9%）：

データ未掲載〕とわが国のMDR-TBの割合10)とほぼ同じ

となった。しかし，RFP単独耐性結核菌が少ないため

MDR-TBとの間に何らかの有意な違いが示しにくく，さ

らに患者背景等を考慮せねばならないことから直ちに結

論付けることは難しい。

　わが国の2002年の全国調査で，未治療患者の8.6%，

既治療患者の25.2%は主要な抗結核薬のいずれか一つに

耐性をもっており，未治療患者の0.2%，既治療患者の

0.5%はRFPにのみ耐性をもっているという2)。これらの

RFP単独耐性率は，INH単独耐性率（未治療群1.2%，既

治療群 6.2%），MDR-TB率（未治療群 0.7%，既治療群

9.8%）に比べて低いが，未治療群よりも既治療群のほう

が高い。本研究で得られた未治療患者におけるRFP単独

耐性，INH単独耐性，MDR-TBの耐性率（順に0.4%，3.6

%，1.1%）と既治療患者群の耐性率（順に0.2%，4.6%，

9.1%）を比べるとほぼ既治療患者群のほうが高く矛盾し

ない。唯一，既治療群のRFP単独耐性率が未治療群より

低いのは菌株数の少なさに影響されたと思われる。しか

し，国際的には既治療患者のRFP単独耐性率は高い傾向

がうかがえ11)～13)，多剤耐性化を未然に防ぐためにRFP単

独耐性結核患者が発見された場合は他の耐性結核と同じ

く慎重に，適切な治療を施す必要がある。
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　RFP単独耐性結核患者のリスクファクターは他の抗結

核薬と同様，結核の治療歴の有無，服薬コンプライアン

スの低下や不適切な治療による獲得耐性，HIV複合感染

患者における INH，エタンブトール（EB）の吸収阻害

（malabsorption）から生じるRFP耐性化 11)などが挙げら

れる。今回の対象はすべてHIV検査陰性であり，1名の

既治療患者（No.441）以外は過去に結核症や結核以外の

感染症でRFPを用いた化学療法を施された形跡はなかっ

た。既治療患者No.441の初回治療時の感受性は不明だ

ったが標準治療が施されており，同じく既治療のNo.21

は初回治療時に既にRFP単独耐性であり，仮にRFP耐性

化した株に感染したと考えるならば，これらの菌は伝播

力が高い株であると思われる。同じVNTRパターンをも

つグループAの 2患者は，大阪府南部の隣接した市町村

に居住していたが菌の分離時期は 1年以上離れ，直接の

接触歴も認められなかったため，実際同一菌株かどうか

ははっきりしない。しかし，結核菌が長期的に休眠と再

燃を繰り返しながら広範囲に拡散し伝播する病原体であ

ることから，地域で同一のRFP単独耐性結核菌が蔓延し

ている可能性は拭いきれない。グループBの菌株も約 4

年間に散発しており，グループAと同様に同一クローン

株である可能性が示唆され，地域内で感染拡大している

危険性は無視できない。また，今回クラスターを形成し

なかった菌株No.207と 2名の既治療MDR-TB患者由来

株は同じVNTRパターンを有していたが，両者に接触歴

がないことからNo.207の多剤耐性誘導の可能性が示唆

された。したがって，RFP単独耐性を含む耐性結核患者

が関与する感染事例が発生した際には，接触者検診対象

者に対する潜在性結核治療の徹底が求められる。

　結核治療において，過去の結核治療歴や薬剤耐性を有

する患者との接触の可能性，その地域での薬剤耐性状況

等の情報を把握し薬剤耐性を有している可能性を常に考

慮することは自明である。本研究から，上記の項目に加

えて，耐性結核菌の分子生物学的特徴の把握と分子疫学

解析の継続的な展開の重要性が示唆された。 
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Abstract　[Purpose] We aimed to investigate the prevalence 
and possible transmission routes of rifampicin (RFP) mono-
resistant Mycobacterium tuberculosis strains. 
　[Methods] Drug susceptibility testing was used to identify 
15 RFP-resistant strains out of 4,633 M.tuberculosis isolates. 
Sequencing of the rpoB gene and VNTR analysis were 
performed to further confi rm the genetic classifi cation. 
　[Results] Resistance-conferring mutations in the RFP 
resistance-determining region (RRDR) of the rpoB gene were 
found in 14 of the 15 strains with phenotypic RFP mono-
resistance. VNTR analysis revealed 2 clusters of 5 identical 
strains each. 
　[Conclusions] Although the community prevalence of RFP 
mono-resistant M.tuberculosis is low, the results of VNTR 
analysis suggested that rather than being recently transmitted, 

these strains may have been widely transmitted as latent 
infections in the population. 
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